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Verfahren zur Immobilisierung von in einer flussigen Probe enthaltenen Protei- 
nen mit anschlieflender Trocknung der immobilisierten Proteine, sowie in dem 
Verfahren einsetzbare Festphasensubstrate. 



Die Erfmdung bezieht sich auf Verfahren nach dem Oberbegriff der Anspriiche 1 
und 3 sowie auf ein zur Immobilisierung von Proteinen geeignetes Festphasen- 
substrat nach Anspruch 4. 

Die Immobilisierung und Trocknung von Proteinen an Festphasenoberflachen (im 
folgenden Substrat genannt) ist z.B. erforderlich bei der Herstellung von Protein- 
Arrays, Enzymmernbranen, mit Proteinen beschichteten ReaktionsgefaBen etc. 

Gattungsgemafle Verfahren umfassen im wesentlichen folgende Schritte: 

1. Eine proteinhaltige Losung wird in Kontakt gebracht mit einem aktivierten 
Substrat. Bei dem Substrat kann es sich wie oben erwahnt z.B. urn ein 
Filter, eine Membran, ein Chip, ein ReaktionsgefaB handeln, urn nur einige 
ubliche Einrichtungen aufzuzahlen. 
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Ubliche Substrate weisen reaktive, insbesondere esteraktive Bindungs- 
stellen auf, die mit einer OH-Gruppe eine kovalente Bindung eingehen 
konnen. Bei Kontakt mit dem Substrat werden die Proteine kovalent an die 
reaktiven Bindungsstellen gebunden und auf diese Weise an dem Substrat 
immobiiisiert. 

2. Das Substrat wird dann ggf. gewaschen. 

3. In einem nachsten Schritt werden die Bindungsstellen auf dem Substrat 
durch z.B. Zugabe eines starken nucleophilen Agens, z.B. eines kurzketti- 
ges Amins, blockiert. 

4. Es wird dann emeut gewaschen, wobei dieser letzte Waschpuffer eine ho- 
he Konzentration einer Substanz enthalt, die in der Lage ist, die dreidi- 
mensionale Konformation von Proteinen zu stabilisieren. In bekannten 
Verfahren ist diese Substanz z.B. Trehalose. 

5. Das Substrat wird dann in ublicher Weise getrocknet, wobei die Trehalose 
aus dem Waschpuffer auf das Substrat prazipitiert wird. 

Die Anwesenheit von z.B. Trehalose ist wichtig, urn eine Denaturierung der Pro- 
teine wahrend der Trocknung zu verhindern. Ziel ist, die an dem Substrat immo- 
bilisierten Proteine weitestgehend in ihrer natiirlichen Konformation zu erhalten, 
dergestalt, daB z.B. immobilisierte Enzyme ihre katalytische Aktivitat bzw. Anti- 
korper ihre spezifischen immunologischen Eigenschaften beibehalten. 

Ein Nachteil bei dem oben beschriebenen gattungsgemaBen Verfahren ist, daB die 
auf dem Substrat befindliche Trehalose die spatere Verwendung des Substrats 
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beeintrachtigen kann. Es ist daher in der Regel erforderlich, das getrocknete 
Substrat vor einer weiteren Anwendung bzw. Aufarbeitung sorgfaltig zu wa- 
schen. 

Aufgabe der Erfindung ist es, Verfahren und ein Substrat zu schaffen, mit denen 
sich dem oben beschriebenen Nachteil begegnen l&Bt. 

Gelost wird die Aufgabe mit Verfahren, die die kennzeichnenden Merkmale der 
Anspriiche 1 und 3 aufweisen sowie mit einem Substrat, das die kennzeichnenden 
Merkmale des Anspruches 4 aufweist. 

Das erfindungsgemafie Verfahren gemSB Anspruch 1 sieht vor, daB neben den 
Proteinen auch die zur Stabilisierung der Proteine vorgesehene Substanz an die 
reaktiven Bindungsstellen des Substrats gekoppelt wird, wobei es sich bei dieser 
Substanz urn ein bzw. mehrere unterschiedliche Polyole handeln kann. Polyole 
weisen OH-Gruppen auf und konnen damit wie Proteine an die reaktiven Bin- 
dungsstellen des Substrats binden. 

Im Rahmen der Erfindung einsetzbare Polyole konnen z.B. Mono-, Di- oder Tri- 
saccharide sein. Geeignet sind z.B. Maltose, Saccharose, Raffinose, Galaktose 
oder Glukose. Die obigen Aufzahlungen sind nur beispielhaft und keinesfalls ab- 
schlieBend. Grundsatzlich sind alle Substanzen geeignet, die tiber OH-Gruppen 
an eine aktivierte Oberflache eines Substrats gekoppelt werden k6nnen und die in 
der Lage sind, die dreidimensionale Konformation von Proteinen zu stabilisieren. 

Besonders bevorzugt wird als Schutzsubstanz Trehalose eingesetzt. Die folgende 
Beschreibung der Erfindung nimmt im wesentlichen auf diese Substanz Bezug. 
Dies soli keine Einschrankung der Erfindung auf Trehalose darstellen. Es wird 
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ausdrucklich betont, daB andere Polyole in annlicher Weise wie fur Trehalose 
beschrieben im Rahmen der Erfindung eingesetzt werden k6nnen. 

Besonders bevorzugt werden Proteine und z.B. Trehalose gleichzeitig mit dem 
Substrat in Kontakt gebracht. Am einfachsten laBt sich dies erreichen, indem man 
die zur Immobilisierung eingesetzte Proteinlosung mit der Trehalose versetzt. In 
Abhangigkeit von der eingesetzten Trehalosekonzentration kommt es dann zu 
einer entsprechenden anteiligen Kopplung der Bindungsstellen mit der Trehalose 
und den Proteinen. Geeignete Trehalosekonzentrationen in der Proteinlosung lie- 
gen zwischen 1 und 100 g/1, besonders geeignet sind Trehalosekonzentrationen 
zwischen 5 und 50 g/1. 

Anders als im Stand der Technik wird dabei die Trehalose bei dem erfindungs- 
gemafien Verfahren nicht auf die Substratoberflache prazipitiert, sondern geht mit 
dieser Oberflache genau wie die Proteine eine kovalente Bindung ein. 

Die Immobilisierung der bevorzugt eingesetzten Trehalose auf dem Substrat hat 
keinen nachteiligen EinfluG auf ihre Funktion als Schutzsubstanz, die die Protei- 
ne wahrend des Trocknens schtitzt. Wesentlicher Vorteil und Unterschied gegen- 
ttber dem Stand der Technik ist jedoch, daB die Trehalose aufgrund ihrer festen 
Kopplung an dem Substrat eine spatere Anwendung nicht mehr stort. Vor einer 
Aufarbeitung des getrockneten Substrates mit den daran immobilisierten Protei- 
nen muB also kein aufwendiger Waschschritt mehr vorgesehen werden. 

Wie oben erwahnt, werden Proteine bevorzugt in Gegenwart von Trehalose in 
Kontakt mit dem aktivierten Substrat gebracht, wobei es zu einer kompetitiven 
Kopplung der reaktiven Bindungsstellen zwischen den Proteinen und der Treha- 
lose kommt. Der Anteil der gebundenen Trehalose lafit sich ttber ihre Konzentra- 
tion z.B. in der zur Immobilisierung verwendeten Proteinlosung einstellen. 
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Das aktivierte Substrat kann z.B. ein Filter, ReaktionsgefaB, Chip, Mikrokanalsy- 
stem 5 Durchfluflschlauchsystem, eine Membran, Pipettenspitze oder eine Durch- 
flufikaniile sein. 

Denkbar ist aber auch, Proteine und Trehalose getrennt, also z.B. die Trehalose 
vor oder nach der Proteinlosung, in Kontakt mit dem Substrat zu bringen. Dann 
allerdings ware es deutlich schwieriger die Einstellung der Konzentration der ge- 
bundenen Trehalose auf dem Substrat zu steuern. 

Ansonsten stimmt das erfindungsgemafie Verfahren im wesentlichen mit Verfah- 
ren aus dem Stand der Technik iiberein. Nach Immobilisierung der Proteine und 
der bevorzugt eingesetzten Trehalose auf dem Substrat kann gewaschen werden. 
Zum Waschen wird bevorzugt ein tensidhaltiger Puffer verwendet, der gegebe- 
nenfalls Trehalose enthalten kann. 

In einem weiteren Schritt, der ebenfalls nicht zwingend ist, kann die Blockierung 
eventueller nicht besetzter reaktiver Bindungsstellen durch Zugabe eines Nukleo- 
phils erfolgen. Auch hier kann noch einmal Trehalose vorgesehen sein. 

Es erfolgt dann ein letzter Waschschritt, bei dem im Stand der Technik die Tre- 
halose zugegeben wird. Im Gegensatz dazu sollte beim erfindungsgemafien Ver- 
fahren der in diesem Waschschritt verwendete Puffer keine Trehalose mehr ent- 
halten, da nur so die unerwttnschten Prazipitationen auf dem Substrat sicher ver- 
mieden werden konnen. 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren erreicht man also, daB auf dem Substrat 
keine nicht-gebundene Schutzsubstanz, z.B. Trehalose, mehr enthalten ist, die 
spatere Aufarbeitungen storen konnte. Die bevorzugt vorhandene gebundene 
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Trehalose ist, wie sich herausgestellt hat, ohne weiteres in der Lage, die auf dem 
Substrat immobilisierten Proteine zu stabilisieren. 

Das erfindungsgemafie Verfahren gemaB Anspruch 1 betrifft im wesentlichen 
eine Abanderung eines an sich bekannten Aufarbeitungsprotokolls. 

Denkbar ist aber auch, daB ein Substrat eingesetzt wird, auf dem bereits vorkon- 
fektioniert die als Schutzsubstanz dienenden Polyole, und hier wiederum bevor- 
zugt Trehalose, immobilisiert sind. Bei Verwendung eines solchen Substrates 
muB zumindest theoretisch wahrend des gesamten weiteren Verfahrens zur Im- 
mobilisierung und Trocknung keine Schutzsubstanz, zJB. Trehalose, mehr zuge- 
geben werden. 

Die Erfindung soli auch Verfahren umfassen, die solche Substrate verwenden, 
sowie die Substrate selbst. 

In einer besonders bevorzugten Ausgestaltung weist ein solches Substrat an seine 
Oberflache gekoppelte Polymerketten auf. ErfindungsgemaB ist vorgesehen, dafi 
die an dem Substrat angeordneten Polymerketten die erforderlichen Bindungs- 
stellen zur Kopplung der Proteine ausbilden. Weiterhin sind an den Polymerket- 
ten die zur Stabilisierung der immobilisierten Proteine erforderlichen Polyole, 
z.B. Trehalose gebunden. 1 

Die Polymerketten konnen unvemetzt mit jeweils ihrem einen Ende an die Ober- 
flache des Substrats gekoppelt sein und mit dem anderen Ende davon abstehen. 
Denkbar sind aber auch Vernetzungen der Polymere untereinander in unter- 
schiedlichen Graden, bis hin zu einem Hydrogel 
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Die erfindungsgemafi eingesetzten Substrate kSnnen generell nach z.B. der von 
Ulbricht et al. in Colloids and Surfaces Vol. 138, 1998, S. 353, beschriebenen in- 
situ-Technik mittels Photo-initiierter-Pfropf-Polymerisation hergestellt werden. 

Zur Herstellung der erfindungsgemaflen Substrate werden bei der erwShnten 
Methode Monomere, an die Trehalose gebunden ist mit Monomeren, die die Bin- 
dungsstellen fur die Proteine, z.B. esteraktive Gruppen, aufweisen co- 
polymerisiert. 

Durch Einstellung der Ausgangskonzentrationen der unterschiedlichen Monome- 
re kann man ein gewiinschtes Verhaltnis zwischen Polyol- und Proteinbindungs- 
stellen in den Polymeren auf besonders einfache Weise einstellen. 

Denkbar ist natiirlich, dafi man noch weitere Monomere mit anderen Gruppen in 
die Polymere einpolymerisiert. Z.B. konnte man Monomere co-polymerisieren, 
die PEG enthalten. Solche PEG-enthaltenen Polymere wurden zusatzlich die 
Substratoberflache gegen unspezifische Absorbtionen anderer Proteinen abschir- 
men. 

Bei der Herstellung der vorkonfektionierten Substrate konnen im Rahmen der 
Erfmdung wiederum Polyole, z.B. Mono-, Di- oder Trisaccharide als Schutzsub- 
stanzen eingesetzt werden. Geeigriet sind z.B. Maltose, Saccharose, Raffinose 
oder Glukose. Grundsatzlich sind alle Substanzen geeignet, die uber OH-Gruppen 
an eine aktivierte Oberflache eines Substrate gekoppelt werden konnen und die in 
der Lage sind, die dreidimensionale Konformation von Proteinen zu stabilisieren. 

Besonders bevorzugt wird als Schutzsubstanz Trehalose eingesetzt. 
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Im folgenden soil die Erfindung anhand von einem Beispiel naher erlautert wer- 
den. Das Beispiel betrifft ein im Rahmen der Erfindung durchfuhrbares Protokoll, 
bei dem ein Protein und Trehalose gleichzeitig mit dem Substrat in Kontakt ge- 
bracht werden. 

Beispiel: Immobilisierung von Trypsin an carboxylierte Nylonmembranen 

Um mit aktivem Trypsin beschichtete Membranen zu erhalten, wie sie z.B. in der 
"Double Parallel Digestion"-Methode (Bienvenut et al. in Anal Chem Vol. 71, 
1999, S. 4800-4807) zur Proteinidentifikation benutzt werden, und die 
dariiber hinaus trockenbar sein sollen, wird wie f olgt vorgegangen: 

Verwendete Abkurzungen: 

PP: Phosphatpuffer (0,1M, pH 4,8) 

PVDF: Polyvinylidenfluorid 

EDC : 1 -Ethyl- 3 -(3 -dimethylaminopropyl)carbodiimid 
NHS: N-Hydoxysuccinimid 

PBS: Phosphatgepufferte physiologische Salzlosung (pH 7,4) 
Triton X: nichtionisches Detergens 
Tween: nichtionisches Detergens 

1. Eine carboxylierte PVDF-Membran (Millipore, Inc.) mit einer mittleren Po- 
rengroBe von 0,45 |im wird 10 min mit PP inkubiert und sodann mit in PP gelo- 
stem EDC (25mg/ml) sowie in PP geldstem NHS (lOmg/ml) im Verhaltnis 1 : 1 
fur 12 min aktiviert 

2. AnschlieBend wird die aktivierte Membran mit PP gewaschen, und fur 120 min 
mit einer PP-L6sung inkubiert, die Trypsin (2^g/100fil) sowie Trehalose (50g/l) 
enthalt. Anschliefiend wird mit PP gewaschen. 
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3. Die Membran wird dann mit 20p,g/100|u.l Methoxyethylamin fur 10 min inku- 
biert, urn Trypsin und Trehalose kovalent an die Membran zu binden. 

4. AnschlieBend wird 3x mit PP, der 0,05% Triton X enthalt, gewaschen, und mit 
PBS/Tween fur 10 min inkubiert. 

5. Die letzte Losung wird dann entfemt und die Membran getrocknet. 

Die nach dieser Methode mit aktivem Trypsin beladene Membran ist im trocke- 
nen Zustand lagerstabil und kann auf einfache Weise transportiert oder verschickt 
werden. 
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Verfahren zur Immobilisierung von in einer fltissigen Probe enthaltenen Protei- 
nen mit anschlieftender Trocknnng der immobilisierten Proteine, sowie in dem 
Verfahren einsetzbare Festphasensubstrate. 



PATENT ANSPRUCHE 

1 . Verfahren zur Immobilisierung von in einer fltissigen Probe enthaltenen Pro- 
teinen mit anschliefiender Trocknung der immobilisierten Proteine, bei dem 
zur Immobilisierung die flussige Probe in Kontakt gebracht wird mit einem 
Substrat, das reaktive Bindungsstellen aufweist, die eine kovalente Bindung 
mit Aminogruppen eingehen und beim dem die anschlieBende Trocknung des 
Substrats in Gegenwart einer Substanz erfolgt, die in der Lage ist, die dreidi- 
mensionale Konformation von Proteinen zu stabilisieren, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl als Substanz Polyole eingesetzt werden und die Polyole wahrend 
des Verfahrens an einen Teil der Bindungsstellen gebunden werden. 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das eingesetzte 
Polyol ein Mono-, Di- oder Trisaccharid ist 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB das eingesetzte 
Polyol Trehalose ist. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Polyol gleichzeitig mit den Proteinen in Kontakt mit den reaktiven Bin- 
dungsstellen gebracht wird. 

5. Verfahren zur Immobilisierung von in einer flussigen Probe enthaltenen Pro- 
teinen mit anschlieBender Trocknung der immobilisierten Proteine, bei dem 
zur Immobilisierung die flussige Probe in Kontakt gebracht wird mit einem 
Substrat, das reaktive Bindungsstellen aufweist, die eine kovalente Bindung 
mit Aminogruppen eingehen und bei dem die anschlieftende Trocknung des 
Substrats in Gegenwart in Gegenwart einer Substanz erfolgt, die in der Lage 
ist, die dreidimensionale Konformation von Proteinen zu stabilisieren, da- 
durch gekennzeichnet, dafi ein Substrat eingesetzt wird, das bereits vorkon- 
fektioniert immobilisiertes Polyol als stabilisierende Substanz enthalt. 

6. Substrat zur Durchfuhrung des Verfahrens nach Anspruch 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Substrat mindestens einen fiachigen Bereich aufweist, 
in dem Polymerketten an die Oberflache des Substrats gekoppelt sind, die re- 
aktive Bindungsstellen fur das Protein aufweisen und an die das Polyol gebun- 
den ist. 

7. Substrat nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB zusatzlich in den 
Polymerketten PEG gebunden ist. 
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8. Substrat nach einem der Anspriiche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafi das 
immobilisierte Polyol Trehalose ist. 

9. Substrat nach einem der Anspriiche 5 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daft es 
ein Filter, ReaktionsgefaB, Chip, Mikrokanalsystem, DurchfluBschlauchsy- 
stem, eine Merabran, Pipettenspitze oder eine DurchfluBkantile ist. 
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ZUSAMMENFASSUNG: 

Verfahren zur Immobilisierung von in einer flussigen Probe enthaltenen Protei- 
nen mit anschlieBender Trocknung der immobilisierten Proteine, bei dem zur 
Immobilisierung die flussige Probe in Kontakt gebracht wird mit einem Substrat, 
das reaktive Bindungsstellen aufweist, die eine kovalente Bindung mit Amino- 
gruppen eingehen und beim dem die anschliefiende Trocknung des Substrats in 
Gegenwart eines Substanz erfolgt, die in der Lage ist, die dreidimensionale Kon- 
formation von Proteinen zu stabilisieren, wobei als Substanz Polyole eingesetzt 
werden und die Polyole wahrend des Verfahrens an einen Teil der Bindungsstel- 
len gebunden werden. 
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